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eucaryotes  est  compartimenté  en  organites  de  structures  et  de  fonctions  spécialisées. 
  
Figure 1. Compartiments d’une cellule eucaryote. 1 : nucléole. 2: noyau. 4 : vésicule. 5 : réticulum endoplasmique. 












à  la membrane,  ainsi  que  des  protéines  solubles  initialement  présentes  à  l’intérieur  du 
compartiment d’où a bourgeonné la vésicule. La majorité de ces protéines (à l’exception de 
celles  du  noyau,  des  mitochondries  et  du  peroxysome  et  des  protéines  membranaires 
périphériques  face cytosolique) sont synthétisées à l’intérieur du réticulum endoplasmique, 
un organite  spécialisé dans  la synthèse protéique et  lipidique, où elles peuvent aussi   être 
glycosylées  (modification  post­traductionnelle  correspondant  à  la  liaison  covalente  d’un 












et  circulent  jusqu’à un  réseau d’endosomes, des organites  à partir desquels  les protéines 
internalisées seront soit ré­adressées via le trafic vésiculaire à la surface cellulaire (recyclage), 
soit  au  lysosome,  un organite  où  elles  seront  dégradées.  Le  trafic  vésiculaire,  en  plus  de 

























de  constitutions  protéiques  différentes.  Les  manteaux  des  vésicules  circulant  entre  le 
réticulum endoplasmique et le Golgi sont composés des complexes protéiques COPI et COPII, 
alors  que  ceux  des  vésicules  bourgeonnant  du  TGN,  des  endosomes  et  de  la membrane 







al., 2004. (B)  Image de microscopie à balayage de  l’assemblage de clathrine  la membrane d’un compartiment 
donneur et aux vésicules. Adapté de Robinson et al., 1998.  
 
Comment  la  clathrine  est­elle  recrutée  à  des  compartiments  spécifiques  ?  L’analyse  de 
vésicules recouvertes de clathrine purifiées a révélé que ces vésicules pouvaient être séparées 
en  deux  populations  distinctes,  contenant  chacune  un  complexe  de  quatre  protéines 
différentes (Pearse & Robinson, 1984, Keen, 1987). Ces complexes baptisés APs initialement 
pour Assembly Polypeptides pour leur propriété d’améliorer l’assemblage de la clathrine aux 
membranes  in vitro (Keen, 1979), sont aujourd’hui désignés Adaptor Proteins.  Ils  jouent en 
effet  le rôle d’adaptateur entre  la queue cytosolique de protéines transmembranaires et  la 
clathrine.  Le  complexe  AP­1  localise  au  TGN  et  aux  endosomes  (Ahle  et  al.,  1988)  et  le 
complexe AP­2 à la membrane plasmique (Robinson, 1987), expliquant la fonction spécifique 









contrôle  de  la  polarité  apico­basale  des  cellules  épithéliales,  démontré  ex  vivo  dans  des 
cellules de mammifères en culture et in vivo chez le nématode Caenorhabditis elegans et les 
mammifères.  Cela  m’amènera  à  discuter  l’implication  du  trafic  membranaire  dans 
l’établissement et le maintien de la polarité apico­basale, et dans la régulation de la molécule 
d’adhésion E­Cadhérine. Je finirai par introduire le modèle dans lequel j’ai étudié la fonction 













Comme  tous  les  APs,  AP­1  est  composé  de  quatre  sous­unités  distinctes  (c’est  donc  un 
hétérotétramère)  : deux  grandes  sous­unités, appelées  β1 et  γ, une moyenne, µ1, et une 
petite,  σ1.  Selon  les organismes, différents  gènes peuvent  coder différentes  isoformes de 











  Vertébrés  D. melanogaster  C. elegans  S. cerevisiae  S. pombe 
Grandes 
γ1 γ2  γ  γ  γ  γ 
β1  β1/2  β1/2  β1  β1 
Moyenne  μ1A μ1B  μ1  Apm1  Unc­101  Apm1 Apm2  μ1 

























concentrer ces cargos, permettre  l’assemblage de  la clathrine et ainsi  incorporer  les cargos 
dans  des  vésicules  de  transport.  Cette  partie  décrit  les  étapes  de  ce  processus  et  leur 
régulation,  et  l’implication  d’AP­1  dans  ce  processus  de  la  formation  de  la  vésicule  au 
compartiment donneur à sa fusion au compartiment accepteur. 
 












classes  de  PI  mono­,  bi­  ou  triphosphate,  qui  contribuent  à  conférer  à  différents 
compartiments leurs identités et propriétés en recrutant spécifiquement certaines protéines. 























tri  stabilise  l’interaction  Arf1/AP­1,  qui  n’est  autrement  que  transitoire,  et  permet 
l’oligomérisation  d’AP­1  (Le  Borgne  et  al.,  1996,  Meyer  et  al.,  2005,  Lee  et  al.,  2008a) 





leurs  sous­unités  µ  (Ohno  et  al.,  1995,  Owen  &  Evans,  1998)  et  le  signal  di­Leucine 
([DE]XXXL[LI]) reconnu par une combinaison de leurs sous­unités γ/σ1, α/σ2 et δ/σ3 (Janvier 
et al., 2003, Doray et al, 2007). Un de ces signaux de tri peut être reconnu par un ou plusieurs 
complexe  AP  :  cette  spécificité  est  modulée  par  les  acides  aminés  variables  et  ceux 
environnant les séquences consensus (Ohno et al., 1998 ; Doray et al., 2007 ; Mattera et al., 
2011), ainsi que par la nature des isoformes incorporées dans les complexes APs (Mattera et 


















En  plus  de  recruter  des  régulateurs  de  l’actine,  la  clathrine  polymérise  en  une  structure 
courbée, induisant une courbure de la membrane elle­même (voir McMahon & Gallop, 2013 
pour  revue).  La  courbure  de  la  membrane  initiée  par  la  clathrine  et  renforcée  par  la 
polymérisation de  l’actine  vers  la membrane  (Anitei  et  al.,    2010) peut  être détectée par 
certaines protéines à  l’aide de  leur domaine BAR comme  la Cortactine, qui  soutiennent  la 
polymérisation de l’actine, renforcent la courbure de la membrane et finalement coopèrent 
avec la dynamine, une GTPase nécessaire pour la fission membranaire libérant la vésicule de 
la membrane.  Arf1  a  aussi  la  propriété  de  recruter la  kinase  PtdIns­4­OH  kinase­beta,  et 
pourrait ainsi localement stimuler la production de PI(4,5)P2 à ces membranes normalement 
enrichies en PIs monophosphate  (Godi et al., 1999). Les PI(4,5)P2 générés par PtdIns­4­OH 










recrutée  par  l’Auxilline  (Ungewickell  et  al.,  1995).  Hsc70  intervient  aussi  dans  le 
désassemblage  d’AP­1  en  recrutant  et  en  coopérant  avec  la  phosphatase  PP2A  (protein 
phosphatase  2A)  qui  déphosphoryle  la  sous­unité  µ1  (Ghosh  &  Kornfeld,  2003).  La 
déphosphorylation de  la  sous­unité µ1 permet aussi  le  recyclage du  complexe  lié au TGN 




Transport  de  la  vésicule.  Les  vésicules  sont  transportées  du  compartiment  donneur  au 
compartiment accepteur à  l’aide de moteurs moléculaires  leur permettant un mouvement 
unidirectionnel le long des cytosquelettes d’actine et de microtubules. Ces moteurs se fixent 
aux vésicules en  interagissant directement avec  leurs  lipides, avec  leurs cargos, ou via des 
adaptateurs moléculaires  (Soldati  &  Schliwa,  2006  pour  revue).  AP­1  peut  jouer  ce  rôle 
d’adaptateur  :  en  cellules  de mammifères,  la  sous­unité  β1  interagit  directement  avec  la 
kinésine Kif13A (Nakagawa et al., 2000 ; Delevoye et al., 2009) ; la sous­unité γ interagit via la 













intervenir dans  la régulation de  l’ancrage et/ou  la  fusion en recrutant  l’exocyste  (voir page 
16), ou en incorporant certaines SNARES dans les vésicules (Peden et al., 2001) et peut­être 











Localisation  du  complexe AP­1.  L’ensemble de  la  littérature  s’accorde  sur  ce  point  : AP­1 




al., 2013a). AP­1  ayant des  fonctions établies dans  le  transport à partir de  chacun de  ces 
compartiments,  il  localise  vraisemblablement  à  chacun  d’entre  eux,  et  des  localisations 
variables à un compartiment d’un type cellulaire à  l’autre pourraient peut­être refléter des 
abondances  variables  de  ces  cargos  selon  ces  types  cellulaires,  ou  bien  la  localisation 







Ces  récepteurs  fixent des hydrolases  lysosomales solubles portant des  résidus mannose­6­
phosphate  dans  la  lumière  du  TGN  et  les  transportent du  TGN  aux  endosomes  précoces. 
Pendant la maturation des endosomes précoces en endosomes tardifs, la diminution de leur 
pH  induit  un  décrochage  des  hydrolases,  qui  restent  dans  l’endosome  tardif  jusqu’à  sa 
maturation en  lysosome, alors que  les MPRs  sont  recyclés des endosomes précoces et/ou 










S. cerevisiae) dans  la  lumière du TGN et  sont adressés aux endosomes précoces par AP­1 et GGA, ainsi que 
certaines protéines  transmembranaires  lysosomales  (orange). Les endosomes précoces maturent  (flèches en 
pointillés) en endosomes tardifs où les récepteurs relâchent les enzymes. Les récepteurs mais pas les protéines 
lysosomales peuvent être réadressées des endosomes précoces au TGN par AP­1 en coopération avec CLASP­1 
(barre  jaune)  et  des  endosomes  tardifs  au  TGN  dans  une  voie  AP­1­indépendante.  Les  protéines 
transmembranaires lysosomales peuvent être directement adressées aux endosomes tardifs ou aux lysosomes 





La perte de  fonction d’AP1  induit  l’accumulation de MPRs  aux  endosomes précoces et  le 
ralentissement du retour au TGN (Meyer et al., 2000), indiquant qu’AP­1 est nécessaire à leur 
transport rétrograde (voir plus loin). Les MPRs peuvent être sécrétés du TGN à la membrane 
plasmique  avec  leurs  enzymes  (qui  sont  donc  relâchées dans  le milieu  extracellulaire)  en 
l’absence d’AP­1, puis être  internalisés et rejoindre  les endosomes précoces. Le fait que  les 
MPRs soient capables de sortir du TGN en l’absence d’AP­1 suggèrerait également que, malgré 
sa  localisation  au  TGN,  AP­1  n’intervient  pas  dans  le  transport  antérograde  du  TGN  aux 
endosomes. Il a cependant été montré que d’autres protéines adaptatrices de la clathrine, les 



















la  localisation  de  protéines  résidentes  du  TGN.  C’est  le  cas  de  la  Furine,  une  protéase 
transmembranaire impliquée dans la maturation protéolytique au TGN. Le rôle d’AP­1 dans le 
transport  rétrograde de ces deux cargos nécessite  la protéine PACS­1  (phosphofurin acidic 
cluster  sorting  protein­1).  PACS­1  joue  le  rôle  d’adaptateur  entre  AP­1  et  ces  cargos  en 
interagissant physiquement à la fois avec AP­1 et des signaux de tri à base de clusters acides 
sur  leur queue  cytoplasmique  (Crump  et  al., 2001).  La protéine GCC185  (Golgi  coiled­coil 










La  technique Knocksideways  (nommée en  référence aux  techniques de délétion de gènes, 
Knockout, et d’inhibition de  la  traduction, Knockdown) est un outil  génétique permettant 
d’inactiver la fonction d’une protéine en la séquestrant à un compartiment donné. Ce système 
repose sur l’induction de l’interaction entre la protéine à inhiber et une protéine « piège », 
résidant  à  ce  compartiment. Un  avantage du Knocksideways  est  d’inactiver  extrêmement 
rapidement  (10 minutes)  la  fonction de  la protéine ciblée par  rapport à une  technique de 
Knockdown par RNAi  (de un à plusieurs  jours, Robinson et al., 2010). La  rapidité de  cette 
inhibition  a  deux  avantages  :  elle  permet  d’observer  les  conséquences  directes  de 









bien  au  transport  antérograde  qu’au  transport  rétrograde  d’une  trentaine  de  protéines 
transmembranaires et d’une trentaine de protéines membranaires périphériques, alors que 
GGA2 est uniquement impliquée dans le transport antérograde d’hydrolases. Il apparaît aussi 
que  GGA2  n’est  plus  incorporée  en  compagnie  d’AP­1  dans  les  vésicules  recouvertes  de 
clathrine  dans  le  Knocksideways  d’AP­1  (la  réciproque  n’étant  pas  vraie),  indiquant  une 
coopération entre AP­1 et GGA2, mais est incorporée aux vésicules dans le Knockdown d’AP­






















TGN et aux endosomes de  recyclage une  fonction de  tri de  cargos pour  les adresser à un 
domaine correct de la membrane plasmique. Cette fonction sera abordée plus loin (page 37). 
Au­delà d’une fonction de tri d’AP­1, le fait que certains cargos au lieu d’être transportés de 





dans  l’exocytose  (voir Heider & Munsen,  2012  pour  revue)  interagissant  avec  Rab8  pour 
l’exocytose  du  TGN  à  la  membrane  plasmique  (Huler  et  al.,  1993)  et  avec  Rab11  pour 
l’exocytose des endosomes de recyclage à la membrane plasmique (Zhang et al., 2004). Enfin, 
il a récemment été montré en cellules HeLa que AP­1 interagit physiquement et coopère avec 





































et de  Tyrp1. Ces protéines portent un motif Di­Leucine nécessaire pour  leur  transport  au 









mélanocytes  permet  aussi  une  fonction  supplémentaire,  non­canonique  d’AP­1  dans  le 
positionnement de  l’endosome de  recyclage à proximité des mélanosomes. AP­1 est aussi 
nécessaire  à  la  formation  des  Weibel­Palade  Bodies  (WPB)  des  cellules  endothéliales 















qu’il  intervienne dans  plusieurs processus  cellulaires.  Cette  viabilité  chez  les  levures  S. 












composant  des  centres  organisateurs  des microtubules  Sad1  (Kita  et  al.,  2004)  et  une 
version de µ1 fusionnée à  la GFP  localise à ces centres organisateurs pendant  la division 
(Ma et al., 2009),  suggérant une éventuelle  fonction de µ1 en dehors du complexe. De 
manière intéressante, chez les plantes, dont la cytocinèse requiert aussi la formation d’une 
paroi cellulaire entre  les ceux cellules  filles,  la perte de  fonction d’AP­1  induit aussi des 






consistant avec  le  rôle d’AP­1 dans  la biogénèse  lysosomale  (Lefkir et al., 2003a), et un 
défaut  inattendu  de  phagocytose,  un  processus  d’internalisation  de  grosses  (>1  µm) 
particules  (Lefkir  et  al.,  2003b).  Ce  rôle  d’AP­1  pourrait  s’expliquer  par  une  fonction 
canonique  d’AP­1  dans  le  transport  vésiculaire  à  la  surface  plasmique  de  protéines 
transmembranaires nécessaires à la phagocytose, ou une fonction non­canonique qui sera 
 21 
abordée page 25. Ce  rôle d’AP­1 dans  la phagocytose est en  tout cas conservé dans  les 
macrophages de souris (Lefkir et al., 2003b, Braun et al., 2007) et les cellules HeLa (Pizarro­
Cerdá et al., 2007). Chez le trypanosome T. Brucei (le parasite responsable de la maladie du 





la surface de  la cellule, nécessaire pour  l’activité endocytique accrue du parasite dans  le 
sang (Tazeh et al., 2009). Enfin, AP­1 est nécessaire à l’infectiosité du parasite Leishmania. 
La  perte  de  fonction  d’AP­1  entraîne  des  défauts  de  trafic  lysosomal  et  un  défaut 
d’assemblage de son  flagelle  (Vince et al., 2008), un phénotype probablement dû à une 





AP­1  est  essentiel  au  développement  des  organismes  pluricellulaires.  Chez    C.  elegans  la 
déplétion  et/ou  la  mutation  de  chacune  des  sous­unités  d’AP­1  induit  une  létalité 
embryonnaire, à  l’exception des deux  isoformes de µ1 dont  la perte de fonction  induit une 
létalité plus tardive au stade larvaire. La létalité embryonnaire est restaurée quand les deux 
isoformes  sont  affectées  à  la  fois,  indiquant  que  ces  deux  isoformes  sont  partiellement 
redondantes au stade embryonnaire mais pas au stade larvaire (Shim et al., 2000). Dans cet 












signalisation entre cellules voisines mettant en  jeu un  récepteur  transmembranaire Notch, 
son partenaire transmembranaire Sanpodo et un ligand lui aussi transmembranaire Delta, lors 
de  divisions  asymétriques  pendant  le  développement  pupal.  A  l’issue  de  ces  divisions 
asymétriques,  la voie Notch n’est activée que dans une seule des deux cellules filles. Cette 
activation  unidirectionnelle  de  Notch  est  contrôlée  par  Numb,  une  protéine  ségrégant 
asymétriquement dans une seule des cellules filles et y modulant l’activité d’AP­1 (Cotton et 
al., 2013 ; Couturier et al., 2013) sur le recyclage de Notch via celui Sanpodo à la membrane 
plasmique.  Il a aussi été observé que  la déplétion d’AP­1 pendant  la  formation de  l’œil au 
stade  larvaire  induit un adressage anormal de Notch au  trafic  lysosomal et sa dégradation 
(Kametaka  et  al.,  2012),  passant  (probablement  comme  avec  Sanpodo  dans  la  division 
asymétrique)  par  un  défaut  de  trafic  d’un  régulateur  tissu­spécifique  de  Notch,  AP­1 
n’interagissant pas directement avec Notch (Kametaka et al., 2012). Enfin, AP­1 a également 






neuronal  anormal  (Montpetit  et  al.,  2008).  La  déplétion  par  morpholino  de  µ1B, 







Chez  la souris,  la délétion de  la sous­unité γ1 ubiquitaire cause une  létalité embryonnaire à 
3,5  jours après  la  fécondation  (Zizioli et al., 1999) alors que  la délétion de µ1A, ubiquitaire 
chez  les souris,  induit une  létalité plus tardive, à 13,5  jours post­fécondation  (Meyer et al., 









à  AP­1  concernent  des  mutations  d’isoformes  pouvant  être  compensées  par  d’autres 
isoformes. Des mutations de σ1A, une isoforme ubiquitaire, causent dans quatre familles un 







Le  complexe  majeur  d'histocompatibilité  I  (CMH­I)  est  une  protéine  transmembranaire 











I est alors re­routé à  la voie de transport  lysosomale au  lieu d’être adressé à  la membrane 





La  fonction d’AP­1 dans  la phagocytose  est  aussi  requise pour  l’internalisation de  Listeria 
monocytogenes dans  les cellules  (Pizarro­Cerdá et al., 2007  ; voir page 25). Enfin, AP­1 est 
nécessaire  pour  l’endocytose  clathrine­dépendante  de  l’anthrax,  une  toxine  produite  par 
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Bacillus  anthracis  (Abrami,  et  al.,  2010).  Les  auteurs  proposent  un modèle  d’endocytose 
directe médiée par AP­1 plutôt que par AP­2 (une hypothèse aussi formulée par Kim & Ryan, 








Positionnement  des  endosomes  de  recyclage.  Lors  de  la mélanogénèse,  en  plus  de  faire 
transiter  des  cargos  des  endosomes  de  recyclage  au mélanosome,  AP­1  positionne  aussi 
directement  les endosomes de recyclage à proximité des mélanosomes. Cette  fonction est 
permise par l’interaction d’AP­1 avec la kinésine KIF13A, un moteur moléculaire se déplaçant 





la  cellule.  En  l’absence  d’AP­1  ou  de  KIF13A,  le  déplacement  vers  les  extrémités  +  est 
compromis  et  le  déplacement  vers  les  extrémités  ­,  vraisemblablement  par  une  dynéine, 
achemine les endosomes de recyclage au centriole (Delevoye et al., 2009). En cellules HeLa, 
les endosomes de recyclage sont positionnés de la même façon par AP­1 mais cette fonction 




















Mnt1.  Les  flèches  indiquent  les 
agrégations  d’endosomes  de 




(B)  Localisation  de  Rab11  dans  les 







Formation  de  granules  sécrétoires.  Les  WPB  (Weibel  Palade  Bodies)  sont  des  organites 
apparentés  aux  lysosomes  présents  dans  les  cellules  endothéliales  humaines,  stockant  et 
sécrétant le facteur von Willebrand intervenant dans l’adhésion des plaquettes aux parois des 
vaisseaux  sanguins.  AP­1  et  la  clathrine  sont  requis  pour  la  biogénèse  de  ces  organites 
spécialisées, mais leur fonction dans ce processus ne passe pas uniquement par le contrôle du 
trafic  vésiculaire.    AP­1  et  la  clathrine  forment  sur  ce  compartiment  un  échafaudage 
moléculaire recouvrant l’ensemble de l’organite (pouvant avoir une longueur de 5µm) au lieu 
d’assembler  classiquement des  vésicules d’une  centaine de nanomètres de diamètre  (Lui­
Roberts et al., 2005). AP­1 et la clathrine jouent des rôles indépendants dans la formation puis 
dans la sécrétion de ces compartiments, via les effecteurs Aftiphilin et γ­synergin d’AP­1 (Lui­
Roberts  et  al.,  2008).  Chez  D. melanogaster,  AP­1  est  aussi  requis  pour  la  formation  de 






impliquer une  fonction canonique d’AP­1 dans  l’adressage à  la  surface de  la  cellule d’une 
protéine nécessaire à  la phagocytose. Dans ces trois modèles,  il apparaît pourtant qu’AP­1 
localise  transitoirement à  la membrane plasmique  à  la  coupe phagocytaire  (l’invagination 
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initiale  de  la membrane)  aux  étapes  précoces  de  la  phagocytose,  pouvant  suggérer  une 







pendant  le  transport  rétrograde  (Brown  et  al.,  2011),  suggérant  un  rôle  d’AP­1  dans  cet 











La polarité  cellulaire  correspond à une organisation asymétrique des  cellules en « pôles » 
distincts,  qui  se  traduit  aussi  bien  par  l’organisation  de  leur  cytosquelette  que  le 
positionnement de leurs organites ou la spécification de domaines différents à la membrane 
plasmique.  C’est  par  exemple  le  cas  des  neurones,  dont  le  fonctionnement  dépend  de 




Une  nouveauté  évolutive  qui  distingue  les métazoaires  des  autres  règnes  du  vivant  est 
l’association  étroite de  cellules  les unes  aux autres pour  s’organiser  en un  feuillet  appelé 




deux milieux différents peut  impliquer une vectorialité du  fonctionnement de  l’épithélium, 







La polarité apico­basale des épithélia  se  traduit par  l’organisation de  la cellule en un pôle 
apical  et un  pôle basolatéral  séparés  entre  eux par des  jonctions  intercellulaires.  Le pôle 










le  pôle  basolatéral  en  glycosphingolipides  (37%  contre  19%)  et  plus  pauvre  en 
phosphatidylcholines (9% contre 32%, Simmons et al. 1988). De plus, le pôle basolatéral est 
enrichi  en  PI(3,4,5)P3  et  le  pôle  apical  en  PI(4,5)P2  et  ces  enrichissement  respectifs  sont 
nécessaires  pour  la  polarité  épithéliale  (Gassama­Diagne  2006  ;  Claret  et  al.,  2014). 








polarité  résident  aux  pôles  apical  ou  basolatéral,  séparés  entre  eux  par  des  jonctions  intercellulaires.  TJ  : 
Jonctions serrées ; AJ : jonctions d’adhérence. Adapté de Iden & Gollard, 2008. 
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Complexe  PAR.  Les  premiers membres  du  complexe  PAR,  Par­3  et  Par­6  (pour  partition­
defective), ont été découverts en 1988 (Kemphues et al.) lors d’un crible génétique mené chez 







les  animaux,  tels  que  le  développement  de  l’ovocyte,  le  développement  neuronal  et  la 
migration  cellulaire  polarisée  (voir  Goldstein  et  Macara,  2007  pour  revue),  l’établissant 
comme un régulateur fondamental de la polarité cellulaire chez les animaux. Le complexe PAR 
localise  asymétriquement  dans  les  cellules  dont  il  contrôle  la  polarité.  Bien  qu’elles 
interagissent  physiquement  entre  elles,  selon  le  contexte  cellulaire,  les  trois  protéines 
peuvent ne colocaliser que partiellement, comme c’est le cas dans les cellules épithéliales de 
la drosophile ou Par­3 localise aux jonctions et Par­6/aPKC à l’ensemble du pôle apical (voir 
Etablissement  de  la  polarité  épithéliale  page  33).  Par­3  et  Par­6  sont  des  protéines 
cytosolubles portant des domaines PDZ permettant des interactions avec d’autres protéines 






apicale  des  cellules  épithéliales,  dont  la  perte  de  fonction empêche  la  polarisation  et  la 
surexpression cause une expansion du domaine apical  (Wodarz et al., 1995),  la définissant 











présentent  un  défaut  identique  de  polarité  se  traduisant  par  une  présence  de  protéines 
normalement  exclusivement  apicales  comme  Crb,  Patj  et  les  composants  des  jonctions 
d’adhérence  (voir  plus  loin).  Les  trois  protéines  localisent  de  manière  mutuellement 
dépendante  à  l’ensemble  du  pôle  basolatéral,  au  pôle  apico­latéral  ou  uniquement  aux 
jonctions  latérales  en  fonction  du  contexte  cellulaire  et  du  stade  développemental  et 
interagissent  génétiquement  (bien  que  non  physiquement)  entre  elles  dans  un  même 
mécanisme  visant à  restreindre  l’activité des protéines  apicales  (Bilder & Perrimon, 2000, 
Bilder et al., 2000). 
 
Cdc42.  Les  trois  complexes  de  polarité  interagissent  entre  eux  pour mettre  en  place  et 
maintenir  la polarité épithéliale  (voir page 33). L’intervention de Cdc42, une petite GTPase 




types de jonctions  intercellulaires organisées en ceintures :  les  jonctions serrées/septées et 
les  jonctions d’adhérence. Malgré  le  fait que  les  jonctions  serrées des mammifères et  les 
jonctions septées des insectes présentent des localisations différentes (les jonctions serrées 















aux  phénomènes  de  transitions  épithélio­mésenchymateuse  qu’ils  subissent,  et  pour  les 
stabiliser  dans  les  tissus  matures.  Au­delà  d’un  simple  rôle  d’adhésion,  les  jonctions 
d’adhérence interviennent aussi dans l’établissement et le maintien de la polarité cellulaire et 
dans des  remodelages du  tissu  lors de mouvement morphogénétique, pendant  lesquels  le 
couplage entre un cytosquelette contractile d’actomyosine aux  jonctions d’adhérence  (voir 
page suivante) permet des changements de forme et/ou de voisins des cellules épithéliales 
(Lecuit &  Lenne,  2007  pour  revue  et  voir  page  43).  Le  composant majeur  des  jonctions 
d’adhérence est  le complexe Cadhérine/Caténines mais ces  jonctions contiennent d’autres 
composant  comme  la molécule d’adhésion Nectine et  son partenaire  cytosolique Afadine, 
ainsi que Par­3.  
 
Cadhérines.  Des  observations  de  longue  date  (Holtfreter  1939) montrent  qu’au  cours  du 
développement,  les  cellules possèdent des propriétés d’adhésivité  sélective  : en effet,  les 
cellules d’un embryon désagrégé par digestion de la matrice extracellulaire sont capables de 
se réassocier spécifiquement entre elles en fonction de leur feuillet embryonnaire d’origine. 
Les  Cadhérines  ont  initialement  été  identifiées  comme  des  molécules  conférant  cette 
propriété  aux  cellules  (Yoshida  &  Takeichi  1982).  Les  Cadhérines  sont  des  protéines 
transmembranaires définies par des domaines extracellulaires capables de s’associer en trans 










Complexe  Cadhérine/Caténine/Actine  aux  jonctions  d’adhérence.  Les  Cadhérines  dites 










et al., 2005). Une  fois dans ce complexe,  α­Cat se  lie aux  filaments d’actines, directement 
(l’interaction directe entre α­Cat et  l’actine quand α­Cat est  intégrée au complexe E­Cad/β­
Cat est encore aujourd’hui un sujet de controverse, voir Han & Yap 2013 pour revue) et/ou via 
la  Vinculine,  une  autre  protéine  liant  l’actine  présentant  une  importante  homologie  de 
séquence protéique et de structure avec α­Cat. α­Cat et Vinculine jouent un rôle critique lors 
de  la formation des  jonctions d’adhérence en recrutant VASP et Enabled (Vasioukhin et al., 
2000)  et  possiblement  des  Formines  (Kobielak  et  al.,  2004,  Drees  2005),  des  protéines 
permettant l’extension des polymères d’actine. α­Cat recrute également EPLIN, une protéine 
permettant d’organiser les filaments d’actines en fibres parralèles serrées (Abe et al., 2008).  








Vinculine.  α­Cat  et  la  Vinculine  assurent  le  lien 
physique  entre  la  cadhérine  et  le  cytosquelette 
d’actine  et  recrutent  EPLIN  et  α­Actinine,  des 
protéines  liant  parallèlement  les  fibres  d’actines 
entre  elles,  ainsi  que  les  polymérisateurs  d’actine 












pendant  la mise  en  place  de  la  polarité  épithéliale.  La  nature  et  la  chronologie  de  ces 
interactions ont été étudiées chez la drosophile lors de deux processus différents de formation 
des  épithélia.  Les  épithélia  de  la  Drosophile  peuvent  avoir  deux  origines  différentes  :  le 








Formation  du  blastoderme.  La  première  étape  de  la  polarisation  du  blastoderme  est  le 
recrutement  apical  de  Par­3  (Bilder  et  al.,  2003  ;  Tanentzapf  and  Tepass,  2003).  Ce 





le  recrutement  apical  de  Par­3  et  sont  repositionnés  par  Par­3  (McGill  et  al.,  2009).  Ce 
repositionnement  passe  par  le  recrutement  par  Par­3  de  Bitesize,  qui  permet  via  son 
interaction avec Moesin d’établir un domaine où  la polymérisation de  l’actine  stabilise  les 
clusters d’E­Cad (Pilot et al., 2006). Par­3 recrute aussi Par­6, aPKC et Crumbs (Harris & Peifer 
2005) à un domaine membranaire plus apical.  L’identité basolatérale de  la membrane est 
déterminée  par  l’activité  du  complexe  Scribbles/Dlg1,  qui  antagonise  l’activité  de  Par­3. 
L’activité de Scribbles/Dlg1 est elle­même antagonisée au domaine apical par Crumbs, qui 




Formation  de  l’épithélium  folliculaire.  Les  cellules  mésenchymateuse  précurseurs  de 




à  la membrane  plasmique  dans  des  structures  ponctuées  proches  du  cyste  germinal,  qui 




aPKC,  et Par­3 est  requis pour  leur  recrutement  au domaine membranaire  au­dessus des 
jonctions. Contrairement à  la  formation du blastoderme, Par­3 n’est par contre pas  requis 
pour la formation des jonctions mais plutôt, de même que Par­6 et aPKC, pour leur distribution 
précise  en  ceinture  apico­latérale,  et  les  jonctions  elles­mêmes  sont  requises  pour  la 







Pendant  la  formation des  jonctions et  la polarisation de  la membrane apicale,  la protéine 










sensiblement  la même entre ces deux modèles de polarisation épithéliale,  les  relations de 
dépendance  entre  les  complexes  et  même  entre  les  composants  d’un  même  complexe 
différent  d’un  modèle  à  l’autre.  La  polarisation  du  blastoderme  est  hiérarchique  :  le 
recrutement initial de Par­3 suffit à spécifier où seront assemblées les jonctions et à recruter 
















fait au TGN pour  les protéines directement  transportées du TGN à  la surface  (Keller et al., 









distincts  dépend  de  l’activité  de  la  kinase  PI3K,  ce  qui  suggère  que  ces  sous­domaines 
pourraient  avoir  des  compositions  lipidiques  différentes,  et  n’est  pas  observée  dans  des 
cellules non polarisées (Thompson et al., 2007). Enfin, les cargos peuvent emprunter une voie 




Radeaux  lipidiques  et  ancres  GPI.  Les  radeaux  lipidiques  sont  des  sous­domaines 
membranaires  riches  en  cholestérol  et  en  glycosphingolipides,  ayant  tendance  à  se 
regrouper  entre  eux  en  «  radeaux  »  dans  une  bicouche  lipidique.  Certaines  protéines 









Glycosylation.  La  glycosylation  correspond  à  la  liaison  covalente  d’un  glucide  à  une 
protéine. Elle a  lieu  lors de  la  synthèse protéique dans  le  réticulum endoplasmique  (N­
glycosylation)  et  plus  tard  dans  le  golgi  (O­glycosylation).  La  glycosylation  pourrait 
permettre  l’adressage  apical  de  différentes manières  :  en  permettant  à  des  protéines 
d’adopter une conformation nécessaire à leur transport, ou en permettant leur association 
à des récepteurs transmembranaires comme les lectines ou à d’autres régulateurs comme 
les galectines, des protéines solubles présentes dans  la  lumière du TGN pouvant  induire 
l’agrégation des protéines glycosylées. (Potter et al., 2006 pour revue).  


















mieux  caractérisés  à  ce  jour  sont  les  signaux  canoniques  YXXØ  (où Ø  est un  acide  aminé 
hydrophobe)  et  [D/E]XXXL[L/I]  interagissant  avec  différents  complexes  APs  (voir  page  8), 
contrôlant ainsi leur endocytose via AP­2 et/ou leur trafic intracellulaire via les autres APs. A 
l’exception d’AP­4, qui a été  impliqué dans  l’adressage basolatéral au TGN   dans une seule 
étude (Simmen et al., 2002), seul AP­1 a jusqu’ici été impliqué dans l’adressage basolatéral. 
 
L’intérêt  pour  AP­1  comme  régulateur  du  tri  polarisé  dans  les  épithélia  remonte  à  la 
découverte  en  1999  chez  les mammifères  d’une  nouvelle  isoforme  de  la  sous­unité  µ1, 














rein  exprime  µ1B  et  adresse  LDLR  uniquement  au  pôle  basolatéral.  Remarquablement, 
l’expression ectopique de µ1B dans les cellules LLC­PK1 suffit à l’adressage de LDLR au pôle 
basolatéral  (Fölsch  et  al.,  1999).  Les  sous­unités  µ  des  complexes  APs  étant  celles 






reconnaissance par AP­1B mais  cette  reconnaissance ne passe pas par  celle de  leur  signal 














du tag  inséré dans une boucle  interne de  la protéine utilisé  jusque­là)  localisent  toutes  les 
deux au TGN et aux endosomes de recyclage et colocalisent entre elles (Guo et al., 2013a). 
Ces  observations  indiquent que AP­1A  et B  contrôlent  les mêmes  évènements  de  tri  aux 
mêmes  compartiments  mais  avec  des  affinités  différentes  pour  leurs  cargos,  et  que 
l’expression de µ1B dans certains tissus épithéliaux n’a pour effet que d’élargir le répertoire 
des  cargos  reconnus  et  adressés  basolatéralement  par  AP­1.  Ce  modèle  est  lui­même 








Quels  que  soient  les  rôles  respectifs  de  µ1A  et  B,  ces  études  en  cellules  en  culture  de 
mammifères établissent AP­1 comme un régulateur majeur de l’adressage basolatéral. AP­1 
fonctionne aux endosomes de  recyclage et  sans doute de  la même manière au TGN pour 
ségréger les cargos à destination de la membrane basolatérale des cargos à destination de la 
membrane apicale (Thompson et al., 2007). En l’absence d’AP­1, les cargos à destination de la 





2011),  le poisson zèbre  (Clemens­Grisham et al., 2013) et  la souris  (Takahashi et al., 2011; 







Figure 17. AP­1 dans  le tri épithélial polarisé. (A) A  l’appareil de Golgi et aux endosomes de recyclage, AP­1 ségrège  les 










AP­1  joue un rôle similaire dans  les neurones, où  il est requis pour  l’adressage polarisé de 
cargos aux dendrites. Ce tri dépend de la reconnaissance de signaux d’adressage dendritique 
















épithéliales  de mammifères  en  culture,  il  émerge  de  la membrane  apicale,  alors  qu’AP­1 



















il  n’est  pas  surprenant  que  l’endocytose  régule  la  polarité  en  contrôlant  localement  les 
niveaux de Crumbs. Il apparaît en effet que l’endocytose de Crumbs est inhibée à la surface 
apicale  via  une  voie  d’auto­stabilisation  de  Crumbs  passant  par  des  interactions 
homophiliques Crumbs­Crumbs menant au recrutement et à la stabilisation d’autres protéines 









et al., 2010).  Il paraît aussi envisageable,  si  l’adressage polarisé n’est même en conditions 





aussi  dans  des  hépatocytes  en  culture, Wakabayashi,  2005),  les  endosomes  de  recyclage 
jouent un rôle crucial dans l’établissement de la polarité apico­basale. Après la division d’une 
cellule MDCK isolée, ils s’accumulent au site de cytocinèse entre les deux cellules filles et sont 
requis pour  l’établissement d’une  zone pré­apicale qui mature par  la  suite  en pôle  apical 
(Ferrari et al., 2008).  Crumbs est internalisé avant la mitose et est adressé, ainsi que d’autres 
protéines apicales telles que Gp135, à cette zone pré­apicale via ces endosomes de recyclage 
(Ferrari  et  al.,  2008,  Schlüter  et  al.,  2009).  Chez  la Drosophile,  l’adressage  dépendent  de 
l’exocyste  (Blankenship,  2007)  de  Crumbs  à  la membrane  apicale  via  les  endosomes  de 
recyclages (Roeth et al., 2009) est aussi nécessaire au maintien de  la polarité épithéliale de 






aux  lysosomes  pour  y  être  dégradé,  est  adressé  par  transport  rétrograde  dépendant  du 
complexe rétromère auTGN  (Pocha et al., 2011  ; Zhou et al., 2011), d’où  il peut alors être 
réadressé à la surface cellulaire sans forcément transiter par les endosomes de recyclage. Il a 
récemment  été  découvert  que  Scrb  modulait  directement,  d’une  manière  encore  mal 
déterminée, l’action du rétromère pour contrôler l’itinéraire de Crumbs dans cette voie (de 
Vredee et al., 2014). L’importance de cette voie pour la polarité pourrait expliquer les défauts 





AP­1  et maintenance  de  la  polarité  épithéliale.  En  plus  de  confirmer  le  rôle  d’AP­1  dans 
l’adressage  basolatéral,  les  études  in  vivo  chez  C.  elegans  et  les mammifères  ont mis  en 
évidence  sa  fonction dans  la maintenance  de  la  polarité  épithéliale.  En  effet,  la perte de 
fonction d’AP­1 dans des cellules intestinales de ces deux modèles induit la formation de pôles 
apicaux ectopiques à la membrane basolatérale (Zhang et al., 2012, Shafaq­Zadah et al., 2012, 
Hase  et  al.,  2013),  un  défaut  de  localisation  de  E­Cadhérine  et,  additionellement,  une 
délocalisation basolatérale de protéines apicales dont  la protéine de polarité Par­6 chez C. 
elegans  (Zhang  et  al.,  2012,  Shafaq­Zadah  et  al.,  2012)  et une  absence  de microvillosités 









Plasticité  des  jonctions  d’adhérence  et  morphogénèse  épithéliale.  Les  tissus  épithéliaux 
subissent au cours du développement de nombreux mouvements morphogénétiques au cours 
desquels  les  cellules  épithéliales  doivent  changer  de  forme  et/ou  de  voisins,  sans  que 
l’épithélium ne perde pour autant son  intégrité. Dans des mutants de régulateurs du trafic 
membranaire, des défauts aux jonctions d’adhérence précisément pendant les mouvements 
morphogénétiques  ont  mené  à  l’idée  que  cette  plasticité  de  l’adhésion  repose  sur  la 
modulation d’une endocytose et un recyclage constants d’E­Cad  (Le et al., 1999). En effet, 




de  ces  jonctions,  voire à  leur désassemblage, et au déroulement anormal du mouvement 
morphogénétique. Les effets du contrôle des niveaux d’E­Cad par le trafic sur un mouvement 



























nécessaire  pour  le  maintien  des  jonctions  d’adhérence  et  sa  perte  de  fonction  induit 
l’endocytose d’E­Cad (Harris et al., 2008), mais ce phénotype n’est vraisemblablement qu’une 




requise  pour  la  scission  des  vésicules  lors du  bourgeonnement  vésiculaire  (Classen  et  al., 
2005). Il  a  été  montré  que  Cdc42  intervient,  avec  Par­6  et  des  protéines  contrôlant  la 
polymérisation de l’actine comme Wasp et Arp2/3, son partenaire Cip4 et la dynamine, dans 




régulateurs de  la polymérisation de  l’actine, Scar et  la Formine Diaphanous, ont aussi été 
impliqués  dans  l’endocytose  de  E­Cad  dans  l’embryon  précoce  de  la  Drosophile  pendant 
l’intercalation des cellules de  la bande germinale, où  il contrôlent  l’endocytose  locale de E­
Cadhérine à des jonctions diminuant de taille (Levayer et al., 2011). Une fois internalisée, E­
Cad peut être recyclée (voir paragraphe suivant) ou adressée aux lysosomes pour dégradation. 











E­Cad  est  observée  à  la  surface  apicale  dans  des  cellules MDCK  déplétées  pour  Rab11, 




un  rôle  prépondérant  dans  le  trafic  vésiculaire.  Chez  les  mammifères,  une  perte  de 
l’interaction entre β­Cat et E­Cad induit l’accumulation endocytose­indépendante de E­Cad au 
























pas été reproduites dans  le notum de  la Drosophile (Benhra et al., 2011). Le   notum est un 
épithélium mature, qui ne subit plus de mouvement morphogénétique drastique, et est peut­
être  pour  cette  raison  moins  sensible  à  un  défaut  de  trafic  intracellulaire  (voir  Trafic 
membranaire  de  E­Cadhérine  page  43).  C’est  pour  cette  raison  que  nous  avons  décidé 
d’étudier le rôle d’AP­1 dans l’ovogénèse de la Drosophile, au cours de laquelle un épithélium 
folliculaire  est  assemblé  et  subit  plusieurs mouvements morphogénétiques.  Un  avantage 
technique de  l’ovogénèse par rapport à  l’embryogénèse est sa durée  (l’ovogénèse dure 10 
jours  contre  un  jour  pour  l’embryogénèse,  et  l’épithélium  folliculaire  est  formé  en  une 
quarantaine  d’heures,  contre  40  minutes  pour  l’ectoderme  embryonnaire),  permettant 
d’étudier l’établissement et le maintien de la polarité épithéliale avec une meilleure résolution 








ont pour origine des cellules souches situées dans  le germarium, une   structure située à  la 
partie la plus antérieure de l’ovariole. Les chambres d’œuf sont continuellement assemblées 

















le  germarium débute par  la division d’une  cellule  souche  germinale,  générant une  cellule 
souche  par  auto­renouvellement  et  un  cystoblaste.  Le  cystoblaste  subit  quatre  divisions 
mitotiques successives accompagnées de cytocinèse incomplète, générant une cyste germinal 
de 16 cellules interconnectées par des ponts intercellulaires appelés ring canals. Ceux­ci sont 











postérieur du  cyste.  L’une d’entre elles  se différencie en ovocyte et maintient  sa position 
postérieure  à  l’aide  de  contacts  privilégiés  médiés  par  E­Cad  aux  cellules  folliculaires 
postérieures (Godt & Tepass, 1998). Une fois les quatre divisions du cystoblaste terminées, le 







activant  la  voie Notch dans des  cellules  pré­polaires  (Grammont &  Irvine  2001). Une  fois 
encapsulée, la chambre d’œuf sort du germarium (une quarantaine d’heures après la division 
de  la cellule souche germinale), étape au cours de  laquelle  les cellules polaires spécifient à 

















soutenue d’ARN et de protéines permettant  leur croissance et celle, via  les  ring canals, de 




moitié du volume de  la chambre d’œuf. A  la fin de  l’ovogénèse, environ 60 heures après  la 
sortie  du  germarium  (stade  11),  les  cellules  nourricières  se  contractent  pour  déverser 
l’ensemble de  leur contenu cytoplasmique dans  l’ovocyte via  les ring canals. Juste avant ce 
déversement,  des  cables  d’actines  émanant  de  la membrane  plasmique  sont  assemblés 
jusqu’aux noyaux pour  les maintenir en place. En  l’absence de ces câbles,  les noyaux sont 
entraînés par  le  flux cytoplasmique généré par  le déversement et bouchent  les  ring canals 






cet  allongement  fait  intervenir  un mouvement morphogénétique  récemment  découvert, 
insoupçonné  jusqu’à  l’amélioration des conditions de culture ex vivo des chambres d’œuf : 
l’ensemble de la chambre d’œuf (l’épithélium folliculaire et le cyste germinal, sans échanges 
de  voisins)  tourne  sur  lui­même  pendant  environ  24  heures,  rotation  qui  coïncide 










9),  les cellules  folliculaires migrent vers  le côté postérieur de  la chambre d’œuf,  jusqu’à ce 




de  l’ovocyte  deviennent  palissadiques  et  celles  au  contact  des  cellules  nourricières 
squameuses.  Là  encore,  l’activation  de  la  voie  Notch  intervient,  cette  fois­ci  dans  le 
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désassemblage des jonctions nécessaire à l’étalement des cellules squameuses (Grammont, 
2007). Les cellules folliculaires entourant  l’ovocyte sécrètent plus tard dans  l’ovogénèse  les 
protéines de la coquille de l’œuf. 
 
Migration  des  cellules  de  bordures.  En même  temps  que  s’initie  la migration des  cellules 
folliculaires,  les  cellules  polaires  antérieures  recrutent  de  4  à  8  cellules  épithéliales  qui 


















de bordure (vert pâle) à travers  les cellules nourricières (bleu pâle)  jusqu’à  l’ovocyte (bleu foncé) (voir texte). 
Adapté de Horne­Badovinac & Bilder, 2009. 
 
Migration centripète des cellules  folliculaires. Environ 6 heures après  la  fin de  la migration 
postérieure des cellules folliculaires et des cellules de bordure (stade 10b), certaines cellules 
folliculaires migrent à nouveau pour s’intercaler entre  les cellules nourricières et  l’ovocyte. 














Les ponts  intercellulaires sont des  structures  interconnectant plusieurs cellules entre elles, 
stabilisées à l’issue de cytocinèse avortée et observées aussi bien chez les plantes quez chez 
les champignons et les métazoaires. Ils sont présents au moins chez les invertébrés dans les 
tissus somatiques (où  ils ont récemment étés  impliqués, comme dans  les tissus germinaux, 
dans  le  transport  intercellulaire,  Airoldi  et  al.,  2011),  et  chez  les  vertébrés  comme  les 











invaginer  cette  membrane.  Après  la  contraction  maximale  de  l’anneau,  une  cytocinèse 
complète  se  termine par une étape d’abscission  séparant  complètement  les deux  cellules 
filles. Lors d’une cytocinèse  incomplète dans  la  lignée germinale de  la Drosophile,  l’anneau 
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contractile contient initialement des protéines intervenant classiquement dans la cytocinèse, 
telles  qu’un  réseau  d’actine  contractile  (Robinson  et  al.,  1997),  l’anilline  (Field & Alberts, 
1995), et Pavarotti (Straight et al., 2005). Deux autres protéines non  identifiées spécifiques 
des  ring  canals  et  reconnues  l’une  par  un  anticorps  dirigé  contre  des  phosphotyrosine 
(Robinson  et  al.,  1994),  l’autre par  un  anticorps  dirigé  contre  une  glycoprotéine  sécrétée 
(Kramerova & Kramerov, 1999), sont aussi  recrutées pendant  la cytocinèse. La contraction 
finale de l’anneau est inhibée par des phosphatases de la myosine pour s’arrêter à un diamètre 
de  0,5µm  (Ong  et  al.,  2010,  Yamamoto  et  al.,  2013),  après  quoi  l’anilline,  Pavarotti  et  la 







l’assemblage des  ring  canals  à  la membrane plasmique  les  entourant dans des  structures 
décrites comme des « ceintures », dont la fonction n’a pas encore été élucidée (Huynh et al. 
2001, Cox et al., 2001). Ces résultats évoquent  la possibilité  intéressante que des  jonctions 
d’adhérence  particulières  soient mises  en  place  par  Par­3  autour  des  ring  canals,  d’une 




l’ovogénèse. Cette croissance, qui requiert  l’ajout progressif de  filaments d’actine à  l’inner 




la densité des  filaments d’actine n’évolue. Kelch  intervient à  la  fois dans  la stabilisation de 




être  désassemblée  pour  la  croissance  (Kelso  et  al.,  2002).  Kelch  a  aussi  une  fonction 
 54 
supplémentaire,  indépendante  de  l’interconnexion  des  filaments  d’actines,  dans    le 
remodelage de l’inner rim. Cette fonction passe par une voie ubiquitine­dépendante faisant 
intervenir le récepteur à l’ubiquitine Rings lost (Morawe et al., 2011) et l’ubiquitine E3 ligase 
Cullin­3  avec  laquelle  Kelch  interagit  physiquement  (Hudson  et  al.,  2013),  qui  pourrait 
vraisemblablement  impliquer  une  ubiquitination  et  par  conséquence  un  adressage  au 







Figure  23.  Images  de  microscopie 





du «  inner  rim »  (pointes de  flèches), un 




Stabilité  des  ring  canals  et  trafic  membranaire.  Il  n’est  pas  surprenant  que  des  gènes 




















































protéines  normalement  basolatérales,  la  perte  de  fonction  d’AP­1  s’accompagne  dans 
l’intestin du nématode C. elegans  (Shafa­Zadah et al., 2012, Zhang et al., 2012) et  la souris 















à  la perte de  fonction d’AP­1. C’est pourquoi  J’ai  investigué  sa  fonction dans  l’épithélium 

















la  délétion  des  acides  aminés  146  à  158  (sur  426)  et  un  décalage  du  cadre  de  lecture 
(communication personnelle de A. Parks à Flybase) et est considéré comme un mutant null, le 
signal AP­1γ disparaissant dans les clones AP­47SHE11  dans les notum (Benhra et al., 2011). 
L’allèle mutant  AP­1γB  résulte  d’une  substitution  de  nucléotide  causant  l’apparition  d’un 












flippase  recognition  target).  L’expression  de  la  flipase,  contrôlée  par  un  promoteur  tissu­
spécifique ou un promoteur de protéine chaperonne activé par un choc thermique, permet la 
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Système  UAS­GAL4.  Cet  outil  génétique  mettant  en  jeu  la  séquence  d’activation  UAS 
(Upstream Activation Sequence) et  le facteur de transcription GAL4 de S. cerevisiae permet 
l’expression  tissu­spécifique  de  transgènes.  Il  s’agit  d’un  système  très  simple  et  rapide  à 
appliquer  :  il  suffit  de  croiser  une Drosophile  portant  un  transgène  codant GAL4  sous  le 
contrôle d’un promoteur donné avec une Drosophile portant un transgène sous le contrôle de 
la séquence UAS pour que la génération suivante exprime ce dernier transgène dans les tissus 
exprimant  GAL4.  Des milliers  de  lignées  UAS  et  GAL4  sont  disponibles  (au  Bloomington 
Drosophila  Stock  Center  et  au  Kyoto  Drosophila Genetic  Resource  Center),  en  faisant  un 












Microscopie  non­invasive  en  temps  réel.  Un 
avantage du notum par  rapport  à  beaucoup 
d’autres  tissus classiquement étudiés chez  la 
Drosophile  est  d’être  situé  à  la  surface  de 
l’organisme  au  stade  pupal,  où  celui­ci  est 
complètement  immobile.  Ceci  permet 
d’imager  très aisément, en  temps  réel et de 






















blanchir  une  zone  de  la  cellule  où  localise  une  protéine  fluorescente  et  à  y mesurer  la 
dynamique du  recouvrement de  fluorescence causé par  l’arrivée de protéines  initialement 
hors de la zone photo­blanchie (donc encore fluorescentes) dans cette zone. J’ai analysé (en 







sur  ImageJ.  Enfin,  la  moyenne  d’intensité  de  pixels  est  mesurée  pour  chaque  région 




pourcentage de perte de  signal due au photo­blanchiment de  l’ensemble du  tissu permet 
ensuite le calcul d’un facteur de correction du photo­blanchiment qui est appliqué à la mesure 
du signal dans les zones photo­blanchies. Un pourcentage de recouvrement de 100% est défini 




la  valeur  du  recouvrement  toutes  les  30  secondes  pendant  30 minutes  est  calculée pour 




















un défaut de  localisation de E­Cad dans  les cellules mutantes, contrairement aux  résultats 
reportés  précedemment  (Benhra  et  al.,  2011)  :  E­Cad::GFP  est  présente  à  des  structures 






























(bleu)  et  mutantes  pour  AP­1  (rouge)  après 














le  notum.  Ce  plan  focal montre  le  pôle  apical  des 
cellules,  le  marquage  ponctué  entre  les  contacts 













29C, plus d’une centaine de clones), quel que soit  le stade de  l’ovogénèse observé.  Je n’ai 










  Figure  29.  Clones  de  cellules  mutantes  AP­47SHE11    (perdant  le  marqueur  GFP  en  bleu)  dans 













si GGA pourrait être capable de compenser  fonctionnellement  la perte de  fonction d’AP­1 
dans  la maintenance de la polarité épithéliale,  j’ai observé  la  localisation de Par­6 dans des 
double mutants AP­47SHE11/GGA. J’y ai observé une perte de  la  localisation apicale de Par­6 




marqueurs de polarité dans  ces doubles mutants  reste à  caractériser. Pour  tester  si  cette 
compensation s’étendait à d’autres épithélia où la perte de fonction d’AP­1 seul n’affecte pas 
la maintenance de la polarité, j’ai commencé à observer la localisation de Par­6 dans le notum 





de  Par­6  (flèche)  dans  un  épithélium 
folliculaire  entièrement  composé  de 
cellules  double  mutantes  pour  AP­47  et 



















les  cellules  nourricières  entre  elles  sont  correctement  établies  mais  disparaissent 
progressivement  au  cours  de  l’ovogénèse,  donnant  lieu  à  des  cellules  multinucléées. 
L’observation en temps réel de cette rupture dans des chambres en culture a révélé qu’elle 
avait lieu au niveau des ring canals connectant les cellules entre elles : la membrane plasmique 






brillants  et  plus  nombreux.  Dans  les mutants  AP­1  et  les  cystes  surexprimant  le  Rab11 
dominant  négatif,  ce  défaut  d’ancrage  des  ring  canals  corrèle  avec  une  perte  de 
l’enrichissement  d’E­Cad  autour  des  ring  canals.  Cette  corrélation  suggère  qu’E­Cad  est 
nécessaire  à  l’ancrage des  ring  canals. Cette hypothèse  est  corroborée par  le  fait que  les 
mutants β­Cat présentent un phénotype de multinucléation des cellules nourricières, mais est 










MET ont  aussi  révélé  à  la  surface  des  cellules  nourricières  la  présence  de  protrusions 
membranaires  ayant  l’apparence  et  les  dimensions  des microvillosités  présentes  au  pôle 




de  la  membrane  plasmique  sont  affectées,  tout  comme  les  clusters  d’E­Cad  sont 
spécifiquement affectés au niveau des  ring  canals, et  la perte de  fonction d’E­Cad affecte 
l’ensemble des microvillosités. Ces données indiquent qu’E­Cad est nécessaire à l’organisation 
de  ces  microvillosités,  malgré  le  fait  que  les  clusters  d’E­Cad  ne  localisent  pas  à  ces 
microvillosités. 
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During  gametogenesis  of  several  vertebrate  and  invertebrate  organisms,  intercellular 
communication  is  ensured  via  large  cytoplasmic  bridges  called  RCs  (RCs)  resulting  from 
incomplete  cytokinesis. Despite  several  screens  aimed  to  identify  genes  involved  in  RC 
structure  and  development,  how  RCs  anchor  to  the  plasma  membrane  (PM)  remains 





because  N­Cadherin  is  upregulated,  recruits  β­Catenin  and  therefore  substitutes  for  E­
Cadherin. TEM analyses  revealed  the presence of  interdigitated microvilli­like  structures 
that wrap the RCs and are positive for actin, ­actinin and phospho­Moesin. We propose 
that  sustained  E­Cad­dependent  adhesion  supported  by  AP­1  and  Rab11­dependent  E­













screens  designed  for mutants  failing  to  form  these  structures. Most  of  these  genes  are 
controlling  or  encoding  actin­binding  proteins  such  as  the  Adducin  Hu­li  tai  shao  (Hts)  
(Robinson et al., 1994; Yue and Spradling, 1992), the filamin Cheerio (Sokol and Cooley, 1999), 
Anillin  (Field  and Alberts,  1995),  Fascin  (Cant  et  al.,  1994),  and  Kelch  (Kelso  et  al.,  2002; 
Robinson et al., 1994). They typically organize and localize either to the inner and outer rims 
of RC (Fig.1a). However,  the molecular machinery  involved  in anchoring  the PM  to  the RC 
remains unknown. Mutations in several genes encoding regulators of membrane traffic affect 




























it only occurred  in  late oogenesis  stages,  indicating a  late membrane  stability defect, and 






















single  focal  planes  and  bottom  views  are  maximal  projections  of  1,5µm  of  orthogonal  sections.  Plasma 
membrane detachment starts from the RC (t=5’, n=5) and plasma membrane then fragments (t=10’, n=5). (E) AP­
47SHE11 mutant cyst stained with Phalloidin (green) and for Rab11 (red). The two panels correspond to projections 









(Fig.  S1),  indicating  that  the  activity  of  the  AP­1  complex  is  required  to  prevent 
multinucleation. For sake of simplicity from this point on we refer to AP­47SHE11 mutant cysts 
as AP­1 mutant. To follow the dynamics of disintegration of PM that separate nurse cells, we 





multinucleation was  exclusively  caused  by  detachment  of  PM  from  the  RCs.  In  addition, 
according  to  the  stereotyped  organization  of  the  cyst  established  by  oriented  cystoblast 
divisions (Lin and Spradling, 1995), loss of every RCs separating nurse cells should lead to the 





  Live  imaging  further  revealed  that  E­Cad::GFP  localizes  in  small  clusters 
homogeneously distributed on the entire surface of nurse cells  (Fig. 2a).  In addition to this 
global distribution at the PM, E­Cad clusters around RCs are brighter and more abundant. In 
AP­1 mutant  cysts, E­Cad  clusters  at  the  PM  appears unaffected, while around  RCs  these 
clusters no  longer appeared bright or more numerous  (Fig. 2a).  In mutant cysts E­Cad also 





In mammalian  cells,  AP­1  controls  the  subcellular  localization  and  function  of  the 
Rab11­positive recycling endosome compartment (Delevoye et al., 2009; Schmidt et al., 2009) 
and E­Cad transits through Rab11­positive compartments (Desclozeaux et al., 2008; Ling et al., 
2007;  Lock  and  Stow,  2005).  This  raises  the  possibility  that  E­Cad mislocalisation  in  AP­1 
mutants  is due  to  a Rab11­dependent  trafficking defect. Consistent with  this proposition, 
Rab11  localisation  changed  from  small  endosomes  distributed  throughout  the  entire 
cytoplasm in control nurse cells to enlarged endosomes in AP­1 mutant nurse cells (Fig. 2b) 
and E­Cad partially localized to this enlarged Rab11 compartment (Fig. 2c). To assess the effect 
of  Rab11  on  E­Cad  trafficking,  we  overexpressed  a  dominant­negative  form  of  Rab11 
(Rab11S25N::YFP) that was reported to block entry    into recycling endosomes  in mammalian 
cells  (Ren  et  al.,  1998).  Overexpression  of  Rab11S25N::YFP  phenocopied  the  AP­47SHE11 
mutation: loss of E­Cad enrichment around RCs  (Fig. 2d) and multinucleation of stage 8 and 
older nurse  cells  (Fig.  2e). As  in AP­1 mutant  cysts,  floating RCs were always observed  in 
multinucleated nurse cells, suggesting multinucleation is due to RCs detachment from the PM. 
 73 
























detected  in the germline cyst, while  in E­Cad null mutant cysts  it was ectopically expressed 
and localized to the PM (Fig. 3b). Additionally, in the absence of E­Cad, β­Catenin still localized 
at the PM of nurse cells, albeit at lower  levels than  in controls (Fig. 3b) consistent with the 
idea  of  a  functional  compensation.  To  test  this  possibility,  we  prevented  N­Cad  ectopic 
expression by using N­CadRNAi in E­Cad null mutant cysts. N­Cad silencing in shg+ cysts did not 











two  independent TRiP  lines was  sufficient  to  cause nurse  cells multinucleation  (Fig.3d).  In 
these experiments, β­Cat was not recruited to the plasma membrane of nurse cells (Fig. S2), 
suggesting depletion of E­Cad was not accompanied by N­Cad ectopic expression, most likely 




















   In detached RCs  in AP­1 mutant cysts, the  inner rim remained associated to the PM 
through the electron­dense outer rim (arrow; Fig. 4a), and RC detachment is actually resulting 
from disconnection of a portion of PM surrounding the RCs, at ~1 µm distance from the inner 





interface  between  nurse  and  oocyte  cells  (Tilney  et  al.,  1996).  In  AP­1 mutants,  the  PM 
wrapping RC was less organized and irregular, with portions of plasma membrane stretching 
away  from  ring  canals  (Fig.  4h).  Our  serial  block  face  TEM  analysis  revealed  that  these 




membrane  surrounding  the  RCs  in  AP­1  mutant,  we  next  investigated  the  relationship 
between E­cad clusters and membrane protrusions wrapping RCs.  
 
These  protrusions  measure  1500±400nm  long,  65±14nm  wide  protrusions  when  cut 
longitudinally  or  as  65±14nm  diameter  circles  when  cut  transversally  (Fig.  4c).  These 
protrusions contain parallel actin­like fibers aligned along the  length of the protrusion  (Fig. 
4d),  analogous  to  the  actin­positive  filaments  distributed  all  over  the  PM  and  at  higher 
densities  around  RCs  observed  by  immunofluorescence  (Fig.  4e).  In  addition,  the  actin 





4g). To evaluate  the  role of E­Cad  in stabilization of membrane protrusions around RC we 
immunostained  E­Cad  and  found  that  E­Cad  clusters  surrounding  RCs  are  located  at  the 
immediate periphery of the zone of dense protrusions labeled with phalloidin (Fig. 4e) and ­
Actinin staining  (Fig. 4f). Small E­Cad cluster distributed all over  the  rest of the PM do not 
colocalize either with actin­positive protrusions. Thus, E­Cad clusters are not a constituent and 
do not directly organize membrane protrusions. We noticed  that  the protrusions have  the 
same size as the microvilli present at the apical pole of polarized epithelial cells, and therefore 
reasoned  that  these protrusions  are microvilli–like  structures.  In  support of  this  view, we 
found  that protrusions are not only positive  for actin and a­Actinin but also  for phospho­
Moesin, a bona fide marker of apical microvillosities in epithelial cells (Fig. S3b). We therefore 




organisation  is  lost  in AP­1 mutant,  it also  implies that sustained E­Cad mediated adhesion 












clusters  were  also  interspersed  between  the  membrane­originating  tips  of  filopodia 
(Huelsmann et al., 2013). 
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on  the  right displays  the measured dimensions of protrusions  (average +/­ SEM; n=75 protrusions).  (D) TEM 
image of longitudinally sectioned protrusions in control cyst. (E) Control stage 8 fixed egg chambers stained for 











required  for E­Cadherin  localization  (Hase et al., 2013;  Ling et al., 2007) whether E­Cad  is 
directly recognized and sorted by AP­1 is still unknown. Alternatively, E­Cad trafficking defects 
in AP­1 mutants could indirectly be due to a defective Rab­11 positive recycling compartment 




by  compensatory  expression  of  another  is  likely  to  occur  in  a  number  of  other  tissues, 















































































Unless otherwise  stated,  fly  stocks were obtained  from  the Bloomington Drosophila Stock 
Center. Other  fly stocks used are: Knock­in E­Cad::GFP allele  (Huang et al., 2009), FRT42B, 
shgR69 (Godt and Tepass, 1998), FRT82B, AP­47SHE11 (Benhra et al., 2011), arm3, FRT19A (REF), 











or  Cy5­coupled  secondary  antibodies  (Jackson’s  Laboratories)  and/or  Phalloidin­Alexa­647 














allowing  proper  oxygenation.  Live  imaging was  performed  using  a  spinning  disk  confocal 












presented as controls and non­controls are  from  the  same experiments and are displayed 
under  the  same brightness/contrast  settings. Projections of  confocal  stacks  are maximum 







buffer  for  two  hours  at  room  temperature.  A  one­hour  incubation  in  1%  OsO4  and 
1%  K4[Fe(CN)6] was followed by a one­hour incubation with 1% tannic acid. Further incubation 
in  2% OsO4 was  followed  by  one­hour  incubation  in  1%  uranyl  acetate  (UAc)  at  ambient 








acquired  for  reference  using  Leica  SPE  confocal microscope  equipped with  63  x  Leica  oil 
immersion objectives. To determine precisely sample orientation and the zone of interest, the 
surface  of  the  blocks was  scratched with micro­dissector  apparatus  laser  beam  (Veritas, 
Applied Biosystems). 
For  sectioning,  rigid  flat  blocks  were  trimmes  using  90°  diamond  trim  tool  (Diatome, 
Switzerland)  to  delimit  the  zone  of  interest  based  on  laser marks.  Samples were  directly 
processed  to  thin  sectioning  using  35°  diamond  knife  (Diatome,  Switzerland).  For  high 
resolution analysis sections were collected on formvar­coated slot grids (EMS).  


























Phospho­Moesin  and  α­Actinine  localise  to  a  diffuse  ring  surrounded  by more  peripheral  E­Cad 
clusters. To make sure the more peripheral location of E­Cad clusters was not due to spreading due to 
































fonction  inédite dans  l’ancrage de ponts  intercellulaires appelés ring canals à  la membrane 
plasmique dans le cyste germinal femelle de la Drosophile, que cette fonction avait jusque­là 













Malgré  ces phénotypes dans  le notum,  des  travaux  précédemment menés  au  laboratoire 
indiquent  qu’AP­1  n’est  pas  requis  pour  la maintenance  de  la  polarité  épithéliale  dans  le 
notum, contrairement aux cellules intestinales de C. elegans et des souris. Dans l’hypothèse 
que  des mouvements morphogénétiques  dans  un  épithélium  plus  dynamique  pourraient 
induire des défauts de maintenance de polarité dans un tissu sensibilisé par un défaut de trafic 
de E­Cad, j’ai testé la fonction d’AP­1 dans l’épithélium folliculaire, un tissu subissant plusieurs 
mouvements  morphogénétiques  au  cours  de  l’ovogénèse  chez  la  Drosophile.  Je  n’y  ai 
cependant  pas  observé  de  défaut  de  maintenance  de  polarité,  ni  même  un  défaut  de 
localisation d’E­Cad, et simplement un défaut mineur de localisation de Rab11. Des résultats 











canaux, une  fonction qui avait  jusque­là été masquée par  l’expression ectopique de N­Cad 
































la  raison pour  laquelle  je  l’ai  testé dans  le  cyste  germinal)  : bien que N­Cad  soit déjà  co­
exprimée  avec  E­Cad  dans  l’épithélium  folliculaire,  les  niveaux  de  N­Cad  augmentent  en 






















La  conservation  de  cette  voie  chez  D.  melanogaster  et  d’autres  inter­régulations  entre 
cadhérines dans d’autres tissus et/ou organismes restent à démontrer. Chez les mammifères, 
les cadhérines classiques étant environ 30, ces inter­régulations – si elles existent – doivent 











d’une  part  que  le  phénotype  de multinucléation  dans  les mutants  Rab6  et  ESCRT  est  dû 














E­Cad  contrôle  l’organisation  des microvillosités  des  cellules  nourricières,  que  ce  soit  au 
niveau des ring canals ou au reste de  la membrane plasmique.  Il apparaît pourtant que  les 
clusters  d’E­Cad ne  localisent pas à ces microvillosités mais plutôt entre elles. Comment E­
Cad  organise­t­elle  à  distance  ces  microvillosités  ?  Une  première  possibilité  est  que  le 
rapprochement  des  membranes  plasmiques  de  deux  cellules  nourricières  permette  aux 








cellules  épithéliales.  Les  microvillosités  émergeraient  des  microdomaines  apicaux,  tout 
comme elles émergent du domaine apical des cellules épithéliales.  Il apparaît en effet que 









être exactement de  la même manière que pour  les microvillosités,  l’orientation de  câbles 
d’actine  émergeant  de  la  membrane  plasmique  pour  contrôler  la  position  du  noyau 





basale mais pas  les cellules du notum et de  l’épithélium  folliculaire de  la Drosophile ? Ces 
résultats  pourraient  suggérer  qu’AP­1  est  requis  pour  la  maintenance  de  la  polarité 
spécifiquement dans les épithélia tubulaires. Le fait que la polarité des cellules de l’épiderme 












apical dans 4/7  chambres d’œufs,  contre 1/120 dans  les  simples mutants AP­1. Si  ils  sont 
confirmés, ces résultats  impliqueraient à ma connaissance pour  la première fois un rôle de 
GGA dans le transport polarisé. Il apparaît toutefois que seules quelques cellules (de l’ordre 












1  a  un  effet  drastique  sur  le  positionnement  des  endosomes  de  recyclage  :  un  fort 
enrichissement de ces endosomes sous la membrane apicale est complètement perdu (voir 
page 13). Au contraire, chez la Drosophile, la perte de fonction d’AP­1 induit une accumulation 













cause des phénotypes  similaires chez  S. cerevisiae  (Rad et al., 1995), S. pombe  (Ma et al., 
2009), C. elegans  (Shim et al., 2000), D. melanogaster  (Benhra et al., 2011) et empêche  le 


















partielle d’un mutant hypomorphe. Dans  ces  systèmes, bien que  la délétion génétique de 
chaque  gène  codant  pour  une  sous­unité  d’AP­1  donne  des  phénotypes  qualitativement 
similaires, ces phénotypes sont quantitativement  inégaux (Tableau 2). Chez S. cerevisiae,  la 








suggère  l’existence de deux hémicomplexes  β1/µ1  et  γ/σ1  accomplissant partiellement  la 
fonction  de  l’hétérotétramère  entier.  Leur  mode  d’action  et  d’éventuelles  fonctions 
supplémentaires, indépendantes de celles de l’hétérotétramère n’ont pas étés investigués.  
 





en  rien  leur  existence  in  vivo.  Ce  n’est  que  récemment  que  l’existence  d’hémicomplexes 
fonctionnels d’AP­2 a été démontrée chez C. elegans (Gu et al., 2013). Le contexte de cette 
découverte  est  très  similaire  à  celui  de  la  découverte  des  hémicomplexes  AP­1  chez  les 
levures : les perte de fonction (supposées complètes) des sous­unité µ2 (Gu et al., 2008) ou α 
(Gu  et  al., 2013)  chez C.  elegans  sont  viables  (contrairement  à D. melanogaster où  α  est 
essentielle au développement, Gonzalez­Gaitan & Jackle, 1997), et donnent des phénotypes 





2  sont  toujours  assurées  dans  les  simples  mutants  α  et  µ2.  Les  auteurs  montrent 
additionellement que dans les mutants α, bien qu’à des niveaux réduits, β2 et µ2 localisent 
toujours aux membranes, de même pour α et σ2 dans les mutants µ2, et enfin que les mutants 
µ2  mais  pas  α    présentent  un  défaut  d’internalisation  d’un  cargo  contenant  un  signal 





















ne  prouvent  pas  l’existence  d’hémicomplexes  AP­1  chez  la  Drosophile  :  les  différences 
quantitatives  entre  les  deux  mutants  pourraient  s’expliquer  par  une  perte  de  fonction 










































système  pour  remplacer  cette  fonction.  La  faculté  des  cellules  à  s’adapter  à  la  perte  de 
fonction d’AP­1 a été démontrée chez S. cerevisiae. L’utilisation d’un mutant thermosensible 
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clathrine  (Seeger  &  Payne,  1992).  Or,  dans  des  doubles  mutants  portant  la  mutation 
thermosensible de la clathrine et délétion de la sous­unité β1 d’AP­1, les levures présentent 
un  défaut  initial  de  tri  de  CPY  beaucoup  plus  réduit  juste  après  avoir  été  placées  à  la 
température restrictive, indiquant que la perte de fonction d’AP­1 avait déjà déclenché la mise 
en place du système de compensation de la perte de fonction de la clathrine (Rad et al., 1995). 








l’étude de  ces  systèmes.  Les  techniques d’inactivation  rapide  faisant  appel  à des drogues 
inhibant spécifiquement une protéine ou à des mutations thermosensibles ne sont applicables 
qu’à  très  peu  de  gènes.  De  nouvelles  techniques  comme  le  Knocksideways  sont 
théoriquement applicables à n’importe quelle protéine à condition qu’elle puisse être taguée 
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